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1緒　　　言
　細胞骨格を形成するアクチンのダイナミクスは，細
胞の形態変化，細胞移動や細胞内膜輸送を含む細胞機
能に非常に重要である1)．アクチン重合反応は，様々
なアクチン制御タンパクによって促進されている．主
にWASPファミリーに属するタンパクが活性化し，こ
の活性化したタンパクがArp２/３複合体を活性化
し，アクチン重合核形成を促進する2)．N-WASPは自
身の分子内結合によりArp２/３の結合部位である
VCAドメインをマスクし不活化しているが，N-WASP
に他のタンパクが結合すると，その分子内結合が開放
される．その結果，VCAドメインとArp２/３の相互
作用が可能になる．この活性化は，N-WASPの PRD
ドメインに SH3ドメインを持つ多くのタンパクが結
合することによって起こる．
　我々は，最近になり，SH3ドメインを持つタンパク
であるAmphiphysin１(Amph１）が精巣セルトリ細
胞の食作用の際のアクチン重合を促進することを発見
した．その促進効果には，Amph１の SH3ドメインが
必須である3)．Amph１は，エンドサイトーシスに働く
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　　　　　　　現在に至る
　
2アダプタータンパクとして知られており，神経シナプ
ス及び精巣セルトリ細胞に高発現している4,5)．Amph
１は，GTPase であるダイナミン及びホスホイノシチ
ド脱リン酸化酵素であるシナプトジェーニンと結合す
るＣ末に存在する SH3ドメイン6)に加えて，Ｎ末に
BARドメインを持っている．このドメインは曲がった
構造をしている．Amph１は，この性質により脂質二
重膜に結合するとBARドメインの曲がり方に応じて
脂質膜を曲げる性質を持つ，また，BARドメインは脂
質膜の曲がり方（曲率）を認識するセンサーとしても
働く7,8)．他にもクラスリン及びAP-2が結合する CLAP
ドメインがある9)．従って，Amph１は，主にエンドサ
イトーシスのクラスリン被覆ピットに集合して，細胞
膜が陥入してできた頸部にダイナミンと共に巻き付い
て小胞化する過程に働くタンパクとして研究されてき
た10,11)．これまでに，Amph１のアクチン制御に関わる
可能性が，神経の成長円錐12)，Amph１の酵母のホモ
ログであるRvs167の研究より示唆されていた13-15)．我
々は，Amph１がどのような機構でアクチン重合を促
進するのかについて調べた．その結果，Amph１は，
N-WASPに直接結合し，N-WASPを活性化すること
を見いだした．また，この活性化が生細胞で起こるこ
とを実証した．
材料と方法
１. 動物と細胞培養
　本研究に使用した抗体，試薬は市販品の生化学用グ
レードを用いた．野生型のマウスは，清水実験動物よ
り購入した．Amph１ノックアウトマウスは，胚幹細
胞をジーンターゲッティングすることにより作成し
た16)．ラットセルトリ細胞株（Ser-W3）の培養は，以
前の我々の方法に準じた3)．
２. タンパク精製
　N-WASPは，昆虫細胞発現系を用いて発現精製を行
った17,18)．Arp２/３は豚の脳から精製した19)．Actin
は，うさぎ骨格筋より精製した．以上は，朴らの方法
に従った．Amph１の変異体，1-306アミノ酸（N-BAR-
PRS），1-626アミノ酸（ΔSH3），226-695アミノ酸
（ΔN-BAR），248-601アミノ酸欠損（N-BAR-SH3）
は PCRにて増幅後，pGEX-6p にクローニングした．
SH3ドメインは pGEX-2Tにクローニングした8)．これ
らの遺伝子配列はシーケンシングにより確認した．
GST融合タンパクの発現精製は，以前の我々の方法に
準じた8,9)．
３. 発現用 cDNAコンストラクトの構築
　EcoRI と BamHI の制限酵素認識配列を含む全長
Amph１，1-626アミノ酸（ΔSH3）断片を PCRにて
増幅後 pEGFP-C１もしくはmCherry-C１にクローニ
ングした．mCherry-C１は，Dr.Tsien (Howard Hughes 
Medical Institute, University of California, San 
Diego）より供与を受けた．XhoI 及び EcoRI を含む
Amph１を PCRにて増幅後，mCherry-N１にクローニ
ングした．pEF-BOS-myc-N-WASP及び pEGFP-N-
WASPは，朴らが作成した20)．XhoI 及びEcoRI 制限酵
素認識配列を含む全長のN-WASP及び265-391アミ
ノ酸（PRDドメイン）を PCRにて増幅し，mCherry-C
１にクローニングした．これらの遺伝子配列はシーケ
ンシングにより確認した．発現用プラスミドは，
lipofectamine 2000を用いて細胞に導入した．遺伝子を
細胞に導入後，24から48時間後に，実験に使用した．
４. リポソームの作成
　Ser-W3を刺激しラッフル膜形成を誘導する場合に
用いたリポソームは，70%PC/30%PS を含む脂質混合
液をクロロホルムに溶解し，以前に我々が行った方法
に準じて調製した3)．アクチン重合反応を刺激する場
合に用いたリポソームは，以下に調製した．50%PS/ 
50%PC，50%phosphatidylethanolamine/50%PC，
50%PI/50%PC，50%phosphatidic acid/50%PC，
10%PI(4，5)P2/90%PC を含む脂質混合液をクロロホ
ルムに溶解し，以前に我々が用いた方法に準じて，直
径100ﾌのリポソームを調製した21)．
５. ラッフル膜形成の定量化
　カバーガラス上で培養した Ser-W3（１×104 cells/
coverslip）に，血清を含まないDMEM液に希釈した
0.25ﾋの PS-リポソームを加え，37℃，10分間刺激し
た．刺激した細胞は，４%パラホルムアルデヒドで固
定後，蛍光ラベルしたファロイジンを用いアクチン線
維を染色した．ラッフル膜形成は，細胞膜辺縁部でア
クチン線維の集積している特徴的な膜構造体であるこ
とを利用し同定した3)．細胞に，ラッフル膜が一つ以
上あれば，ラッフル膜を形成した細胞と見なした．計
測した細胞中で，ラッフル膜を形成した細胞の割合を
％にて示した．異なった領域で，100個以上の細胞を計
測してグラフ化した．以上の方法は，以前の我々の方
法に準じた3)．
3６. 蛍光顕微鏡観察
　４%パラホルムアルデヒドにて固定した Ser-W3を
定法に従い，細胞膜の透過処理後，蛍光間接抗体法を
行った．サンプルは，共焦点レーザー顕微鏡を用いて
観察した22)．
７. 脳細胞質，シナプトソームの調製
　脳細胞質は，Lebensohn らの方法に準じて調製し
た23)．シナプトソームは，Dunkley らの方法に従って
調製した24)．
８. シナプトソームにおけるアクチン線維，単量体ア
クチンの定量
　単量体アクチン/アクチン線維の形成サイクルの測
定法は，Bernstein らの方法に従った25)．
９. In vitro アクチン重合測定
　脳細胞質を用いたアクチン重合測定は，Maらの方
法に準じた26)．N-WASP依存性のArp２/３の活性化
は，Park らの方法に準じた20)．
10. FRET-FLIM法（Fluorescent Energy Transfer-
Fluorescent Life Time Imaging Microscopy）
　FRET-FLIM法は，Padilla-Parra らの方法に準じ
た27)．GFP-Amph１のみを発現させた Ser-W3におけ
るGFPの蛍光寿命をネガティブコントロールとした．
この値を基準に，GFP-Amph１とAmph１-mCherry 
もしくは，mCherry-N-WASPを発現させた細胞にお
けるGFPの蛍光寿命を計測し，基準と比較して減少の
度合いが大きいときにFRETを起こしているとした．
結　　　果
１. Amphiphysin１は，N-WASP依存性のアクチン
重合に関与する
　脳細胞質にATP存在下，PS を含んだリポソーム
（PS-リポソーム）を加えるとアクチン重合を惹起で
きる．この重合量は，ピレンラベルしたアクチンを反
応系に共存させておくと，ピレンの蛍光強度変化を指
標として定量可能である3,28)．N-WASPの阻害剤であ
るWiskostatin29)はアクチン重合を強く阻害した（図１
Ａ）．Amph１のノックアウトマウス（Amph１(-/-)）
脳細胞質では，PS-リポソームで惹起されるアクチン
線維形成量が野生型の約40％（刺激後1,000秒後）に減
少していた．この減少は，Amph１タンパクをAmph１
（-/-）脳細胞質に添加することにより，野生型のそれ
と同程度に回復した（図１Ｂ）．これらの結果は，
Amph１が PS-リポソーム依存性のアクチン重合に関
与し，N-WASPもこの経路に関与することを示唆して
いる．Amph１とN-WASPはシナプスに高濃度に存在
するため30,31)，Amph１の欠失によりシナプスのアク
チン線維形成に変化があるのかどうかを調べた．野生
型とAmph１（-/-）脳細胞質中の単量体アクチン量
は同じであったが，Amph１（-/-）シナプトソーム画
分の単量体アクチン量が減少していた（図１Ｃ）．ま
た，Amph１（-/-）シナプトソームの脱分極刺激によ
る単量体アクチン/アクチン線維形成サイクルは，野生
型と同じであった（図１Ｄ）．これらの結果は，Amph１
がシナプスのアクチンダイナミクスに関与することを
強く示唆している．
２. Amphiphysin１は，直接N-WASP依存性Arp２
/３アクチン重合核形成を促進する
　Amph１は，N-WASPと SH3ドメインを介して直接
結合した（図２）．さらに，Amph１は，N-WASP及
びArp２/３依存性のアクチン重合を濃度依存的に促
進し，この作用には，Amph１のBARドメインと SH3
ドメインの両方が必要であった（図３）．
３. Amphiphysin１とN-WASPの相互作用は細胞辺
縁部で起こる
　Amph１がN-WASPと細胞内で結合するのかどう
か調べるために，内在性にAmph１を発現している
Ser-W3を用いた．アクチン重合は，ラッフル膜を形
成する際に活発に起こる．Ser-W3は，PS 刺激により
PS受容体依存的にラッフル膜を形成する．その際に
Amph１はラッフル膜に局在する3)．N-WASPの阻害
剤Wiskostatin は，ラッフル膜の形成を顕著に阻害し
た（図４Ａ）．さらに，mCherry と融合したN-WASP
の PRDドメインを Ser-W3に強制発現させ，Amph１
とN-WASPの結合を阻害したところ，ラッフル膜形
成が50％以下に低下した（図４Ｂ）．同様な効果は，
Amph１の SH3ドメインを強制発現させた細胞におい
ても観察された（図４Ｃ）．以上の結果から，Amph１
とN-WASPは少なくとも一部は PS依存性のラッフ
ル膜形成に関与していると考えられた．
　続いて，ラッフル膜を形成する際にAmph１と
N-WASPが実際に結合することを実証するために
FRET-FLIM法を用いた27,32)．まず，FRET-FLIM 法
がAmph１とN-WASPの結合検出に適用可能である
のかどうかを確認した．これまでに in vivo 及び in 
vitro でホモダイマーの形成が報告されているAmph
１33)について，そのダイマー形成をFRET-FLIM法に
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図１　Amph１（-/-）のシナプスと脳細胞質ではアクチンダイナミクスが低下している
Ａ：Wiskostatin は，PS 依存性アクチン重合活性を阻害する．
Ｂ：Amph１（-/-）脳細胞質の PS依存性アクチン重合活性は低下している．Amph１（-/-）脳細胞質における PS依存性アクチン重
合は，野生型に比べて約40%に低下している．この細胞質に精製したAmph１タンパクを加えると PS依存性アクチン重合活性が野生
型と同程度まで回復する．
Ｃ：Amph１（-/-）シナプトソームでは，単量体アクチン量が減少している．Amph１（-/-）脳細胞質の単量体アクチン量は減少し
ていないが，シナプトソーム画分の単量体アクチン量が減少している．コントロールである Synaptophysin 及び Dynamin１量の変化
はない．
Ｄ：Amph１（-/-）シナプトソームの脱分極刺激によるアクチン重合脱重合サイクルは，野生型のそれと比較して変化はない．
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図２　Amph１は直接N-WASPと結合する
Ａ：セルトリ細胞に発現させたN-WASP-myc を GST-Amph (WT)，GST-Amph (ΔSH3)，GST-Amph (SH3)，GST-Amph (Δ
N-BAR)，GSTを用いてプルダウンした．Amph１は，Dynamin２と共にN-WASPとも結合する．
Ｂ：Amph１とHis-N-WASPの両精製タンパクは，直接結合する．
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図３　Amph１は，N-WASP及びArp２/３依存性の
アクチン重合を促進する
Ａ：Amph１は濃度依存的にN-WASP及びArp２/
３依存性アクチン重合を促進する．100nM GST-VCA
は，ポジティブコントロールである．
Ｂ：実験Ｃで用いたAmph１の変異体
N-BAR：N-terminal amphiphathic helix preceding 
the consensus BAR (BIN/amphiphysin/Rvs) domain, 
PRS：proline-rich stretch, CLAP：clathrin-AP2-
binding domain, SH3：src-homology 3.
Ｃ：Amph１によるN-WASP及びArp２/３依存性
アクチン重合の促進には，N-BARと SH3ドメインの
両方が必要である．
6て 調 べ た．Ser-W3にGFP-Amph１ 及 びAmph１ 
-mCherry を共発現させ，PS 刺激の後，FRET-FLIM
解析を行った．両タンパクを強制発現させた場合，GFP
の蛍光寿命が2.48±0.01ns から2.40±0.03ns（ｎ＝
14）に減少した（図５）．従って，FRET-FLIM法によ
り，細胞内でAmph１のホモダイマーの形成が検出可
能であることを確認した．
　GFP-Amph１とmCherry-N-WASPを共発現させ
た Ser-W3を用いてFRET-FLIM法を行った．GFP-
Amph１とAmph１とは結合しないmCherry を共発
現させた細胞のGFPの蛍光寿命は，2.47±0.01nsで
あり，非特異的にFRETが起こらないことを確認し
た．GFP-Amph１とmCherry-N-WASPを共発現させ
た Ser-W3において，刺激なしでは，25%の細胞が
FRETを示していたのに対し，PS 刺激により89%の細
胞がFRETを示した（図６）．さらに，GFP-Amph１
とmCherry-N-WASPの結合を経時的に観察した．
GFP-Amph１とmCherry-N-WASPは，PS 刺激後１分
以内で，最初に結合し，その結合は細胞辺縁部で観察
された．経時とともにその結合は減少するが，３分後
に再度結合した（図６Ｃ，Ｄ）．これらの結果は，我々
が以前に発見したAmph１（-/-）のセルトリ細胞で
は，食作用とラッフル形成が著しく低下するという作
用機序を説明するものである．
考　　　察
　本研究以前に，Amph１とアクチンとの機能的な関
与が報告されていたが，その作用機序は不明であっ
た12-15)．我々は，SH3ドメインを持つタンパクAmph
１が，N-WASPの活性化分子として働くことを明らか
にした．他の間接的にアクチンに働く分子も関与して
いる可能性がある．これまでに，Amph１を含むBAR
ドメインを持つスーパーファミリーの中で，SH3ドメ
インを持ついくらかのタンパクが，in vitro で
N-WASPを活性化しArp２/３経由でアクチンの重合
を促進することが報告されている34-37)．さらに，我々
はFRET-FLIM法を用いてAmph１とN-WASPの結
合が外部刺激に応じて形成されるラッフル膜近傍でお
こることを実証した．N-WASPの活性化を制御する分
子は多くの異なった状況で働くのだろう．本研究で示
したシナプトソームとセルトリ細胞3)の解析では，
Amph１による高いアクチン重合核形成活性が観察さ
れている．おそらく，この現象は，これら細胞におけ
るAmph１の発現量を反映していると考えられる．
Amph１（-/-）マウスは，空間認知力が不足してい
る16)．アクチンを制御するタンパクの中で，BARと
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図４　Amph 1-N-WASP複合体は，PS 依存性ラッフル膜形成に関与する
Ａ：N-WASP阻害剤Wiskostatin の PS 依存性ラッフル膜形成阻害
Ｂ：N-WASPの PRDドメインの強制発現による PS依存性ラッフル膜形成阻害
Ｃ：Amph１ΔN-BARの強制発現による PS依存性ラッフル膜形成阻害
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図５　FRET-FLIM法による Ser-W3におけるAmph１のダイマー化の検出
Ａ：GFP-Amph１のみを発現させた細胞をコントロールとした（図上）．GFP-Amph１とAmph 1-mCherry（図下）を共発現させた細
胞では，GFP の蛍光寿命の減少が画像解析より判明した（矢印）．スケールバー；10㎛
Ｂ：mfD（結合量の指標）の細胞内３Ｄ分布図．GFP-Amph１とAmph 1-mCherry を共発現させた細胞では，mfDは０から0.11に増加
し，細胞の全体でその結合が観察される（図下）．
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8SH3ドメインをもつタンパクの変異はどのような表現
型を示すのか興味深い，例えば，人での遺伝性精神遅
滞に関与する oligophrenin タンパクの変異であ
る7,38,39)．驚いたことに，N-WASP依存性のアクチン
重合の活性化には，Amph１の SH3ドメインだけでな
くN-BARドメインも必要である．BARドメインは，
Amph のホモあるいはヘテロオリゴマー形成33)及び脂
質膜への結合に働いている7,8)．Amph１はリポソーム
の非存在下でN-WASP依存性のアクチン重合を活性
化する．これらの結果は，BARドメインが細胞膜への
結合ではなく，ダイマー化に必要であり，このダイマ
ー化がN-WASPの活性化に重要であることを強く示
している．Amph１のダイマー化は，後に続くクラス
ター化とN-WASPのダイマー化を促進する．最近の
研究では，N-WASPが完全に活性化するためには，
N-WASPがダイマー化し，そのダイマー化に続いて，
SH3ドメインを持つタンパクの結合による分子内抑制
の解除が起こるという活性化機序が示唆されている．
そして，ダイマー化したタンパクの SH3ドメインはモ
ノマーよりもさらに強くN-WASPを活性化する40)．ど
の場合においても，完全なN-WASPの活性化には，
細胞膜の PIP2にN-WASPが結合することが必要であ
るので，これらが相互作用し生理的に機能するところ
は，細胞皮質である．これまで，Amph１は，主にエ
ンドサイトーシスへの機能に関して研究がなされてき
た．現行のモデルでは，Amph１のN-BARドメインの
細胞膜を曲げる性質及び細胞膜の曲率を認識する性質
が，エンドサイトーシスピットの頸部へのAmph１の
集積を仲介していると考えられている．エンドサイト
ーシスでは，Amph１はクラスリン依存性の細胞膜陥
入部形成とその切断による小胞形成，クラスリンの脱
殻過程に働いている．前者では，Amph１はクラスリ
ンとクラスリンアダプタータンパクであるAP-２と結
合する．後者では，SH3ドメインを介してDynamin と
PI（4，5）P2脱リン酸化酵素であるシナプトジェーニ
ンと結合する6,11)．クラスリン依存性エンドサイトーシ
ス過程に関わることが示唆されていたアクチンとエン
ドサイトーシスが密接に相互に関与していることが今
回，明らかになった．そして，アクチンもまた，少な
くともクラスリン被覆ピットの頸部で，集積し機能す
るのだろう（図７）15,41)．
　このように，Amph は，SH3ドメインを持つ他の
BARファミリータンパクと協同的に働きエンドサイ
トーシスピットの頸部で曲率依存性のアクチン重合を
誘導する34-37)．本研究で明らかにしたラッフル膜形成
におけるAmph の役割とクラスリンやAP-２と結合
する部位を持たないAmph のイソフォームの存在の
ように，エンドサイトーシスに依存しないアクション
も起こりうる42,43)．我々が報告した細胞膜への結合と
は別のAmph の BARドメインの役割は，これらの可
能性を支持するものである．Amph１がアクチン重合
反応の重要な制御因子であり，N-WASPと相互作用す
ることによって起こる．その相互作用は，時空間的に
制御されていると結論した．
　This research was originally published in Journal of 
Biological Chemistry. Hiroshi Yamada, Sergi Padilla-Parra, 
Sun Joo Park, Toshiki Itoh, Mathilde Chaineau, Ilaria Monaldi, 
Ottavio Cremona, Fabio Benfenati, Pietro De Camilli, Maïté 
Coppey-Moisan, Marc Tramier, Thierry Galli, and Kohji Takei, 
J. Biol, Chem., 284, 34244-34256, 2009© the American 
Society for Biochemistry and Molecular Biology.
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図６　Amph１とN-WASPの時空間的な結合
Ａ：GFP-Amph１のみを発現させた細胞をコントロールとし
た（図上）．GFP-Amph１とmCherry-N-WASP（図下）を共発
現させた細胞では，GFP の蛍光寿命の減少が画像解析より判明
した（矢印）．スケールバー；10㎛
Ｂ：mfD（結合量の指標）の細胞内３Ｄ分布図．GFP-Amph１
とmCherry-N-WASPを共発現させた細胞では，mfD は０から
0.09に増加し，細胞辺縁部でその結合が観察された（図下）．
Ｃ：GFP-Amph１とmCherry-N-WASPの結合の時間変化．
Ｄ：ＣにおけるmfD 値の時間変化．12秒間隔で，丸で囲まれて
いる部分のmfD 値の平均をグラフ化した．
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